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Dentre as substâncias químicas ambientais que podem desregular o controle 
endócrino do metabolismo destacam-se os ésteres de ftalato, substâncias usadas 
como plastificantes ou aditivos em uma série de produtos de consumo. Evidências 
indicam que alguns ftalatos, como o Di-(2-etilexil)Ftalato (DEHP), podem ocasionar 
alterações metabólicas e/ou hormonais em fases críticas do desenvolvimento. O 
presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da exposição ao DEHP 
durante a lactação e a puberdade sobre a homeostase glicêmica e a maturação 
sexual de ratos. Desta forma, em um primeiro experimento, ratas Wistar foram 
expostas, por via oral, ao DEHP (7,5 mg/kg/dia e 75 mg/kg/dia) do 1° ao 21° dia de 
lactação. As progenitoras foram avaliadas quanto ao ganho de peso, análises 
bioquímicas, concentração de metabólitos fecais de glicocorticoides e teste de 
tolerância à insulina (ITT) ao final do tratamento. Adicionalmente, seus descendentes, 
machos e fêmeas, foram submetidos às mesmas análises, incluindo quantificação de 
insulina, concentração de metabólitos fecais de androgênios (somente machos) e 
registro da idade de abertura do canal vaginal e separação prepucial, considerados 
marcadores do início da puberdade. Em uma segunda etapa experimental, ratos 
machos peripuberais foram expostos ao DEHP (7,5 mg/kg/dia e 75 mg/kg/dia) durante 
30 dias a partir do desmame (22° ao 52° dia de vida). Esses animais foram avaliados 
quanto ao ganho de peso e concentração de metabólitos fecais de androgênios, 
glicocorticoides e separação prepucial ao longo do período de tratamento. O ITT, 
avaliação dos depósitos de gordura e análises bioquímicas foram realizadas ao final 
do tratamento. As progenitoras expostas oralmente ao DEHP não foram afetadas pelo 
tratamento, demonstrando ausência de toxicidade materna  e efeitos metabólicos. Os 
descendentes do sexo masculino apresentaram maior vulnerabilidade à exposição ao 
DEHP, demonstrando alterações na homeostase glicêmica na vida adulta, 
caracterizada por aumento da glicemia de jejum, redução da sensibilidade à insulina e 
menor secreção de insulina em ilhotas pancreáticas isoladas. As doses de DEHP 
utilizadas nesse estudo não induziram alterações no perfil androgênico e nas 
concentrações de metabólitos fecais de glicocorticoides. As descendentes do sexo 
feminino apresentaram respostas opostas as encontradas nos descendentes 
masculinos para alguns parâmetros, indicando que a exposição ao DEHP possui um 
padrão de resposta sexo-dependente. As concentrações de colesterol e triglicerídeos 
foram reduzidas em ambos descendentes expostos durante a lactação. Os animais 
expostos no período puberal apresentaram alterações na glicemia de jejum, mas 
nenhuma alteração no perfil androgênico. A administração de DEHP altera a 
sensibilidade à insulina e controle secretor de insulina em ilhotas pancreáticas 
isoladas, sendo a magnitude dos efeitos mais marcante em machos do que em 
















Some environmental chemicals can disrupt the endocrine control of the metabolism. 
Among these chemicals, special attention has been given to phthalate esters, 
substances used as plasticizers or additives in a variety of products used by people in 
a daily basis. Evidences indicate that some phthalates, such as di (2-ethylhexyl) 
phthalate (DEHP), may lead to metabolic and / or hormonal changes in critical periods 
of sensitivity. This study aimed to evaluate the effects of DEHP during lactation and 
puberty related to possible changes in the glucose homeostasis, weight gain and the 
concentration of fecal metabolites of steroid hormones. In the first experiment, female 
Wistar rats were exposed orally to DEHP (7.5 mg / kg / day and 75 mg / kg / day) from 
day 1 to day 21 of lactation. The dams were evaluated for weight gain, biochemical 
analysis, concentration of fecal glucocorticoid metabolites and insulin tolerance test 
(ITT) at the end of the treatment. Additionally, their descendants, male and female, 
were also tested for the same parameters, including quantification of insulin, 
concentration of fecal metabolites of androgens (male only), and the age of vaginal 
opening (females) and preputial separation (males), which are standard markers for 
the onset of puberty. In a second experimental phase, peripubertal male rats were 
exposed to DEHP (7.5 mg / kg / day and 75 mg / kg / day) for 30 days from weaning 
(22 to 52 days of age). These animals were again evaluated for weight gain and 
concentration of fecal metabolites of androgens, glucocorticoids and preputial 
separation throughout the treatment period. Evaluation of ITT, fat deposit and 
biochemical analysis were performed at the end of the treatment. The dams which 
were orally exposed to DEHP were not affected by the treatment, indicating the 
absence of maternal toxicity or metabolic effects. The male offspring showed higher 
vulnerability to the exposure to DEHP, presenting alterations in glucose homeostasis 
in the adult phase, characterized by increased fasting glucose, reduced insulin 
sensitivity and lower insulin secretion in isolated pancreatic islets. The dosage of 
DEHP used in this study did not induce changes in the androgenic profile and 
concentrations of fecal glucocorticoid metabolites. The female offspring showed some 
different responses to those found in the male offspring, indicating that the exposure to 
DEHP has a sex-dependent response pattern. A decrease in concentrations of 
cholesterol and triglycerides were found in both male and female offspring treated 
during lactation. Animals exposed during pubertal period presented changes in fasting 
plasma glucose, but no changes in the androgenic profile. The use of DEHP alters 
insulin sensitivity and secretory control of insulin in isolated pancreatic islets and more 
substantial responses in males than in females. The dosage of DEHP used in this 
study did not induce classic anti-androgenic changes. 
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Recentemente, alguns estudos vêm demonstrando que muitas substâncias 
químicas ambientais apresentam o potencial de interferir no funcionamento do 
sistema endócrino. Há dados na literatura relacionando a exposição dessas 
substâncias, chamadas genericamente de desreguladores endócrinos, com diversas 
alterações na liberação, transporte, ação e eliminação de hormônios, resultando em 
perturbações reprodutivas, metabólicas e endócrinas em geral (BILA e DEZOTTI, 
2007). Atualmente, as maiores preocupações em relação à exposição de seres 
humanos e outros animais dizem respeito a quais substâncias estão associadas a 
efeitos deletérios e se essas substâncias estão presentes em concentrações 
ambientalmente relevantes que possam representar uma ameaça à saúde humana e 
animal. Várias são as substâncias que possuem a capacidade de afetar o sistema 
endócrino, incluindo substâncias sintéticas (ex.: alquilfenóis, pesticidas, ftalatos, 
bifenilas policloradas [PCBs], bisfenol A) e naturais (ex.:fitoestrogênios) (ELOIBED e 
ALLISON., 2008; CASALS-CASALS et al., 2011). Assim, a crescente preocupação 
com a exposição aos desreguladores endócrinos tem induzido o desenvolvimento e 
a padronização de ensaios in vitro e in vivo para identificar tais substâncias e 
caracterizar os efeitos biológicos decorrentes da exposição em diferentes condições. 
Originalmente, os desreguladores endócrinos foram relacionados com 
substâncias que mimetizam a ação dos estrogênios naturais. Porém, nos últimos 
anos, têm sido descritas substâncias que atuam por meio de uma ampla variedade 
de outros mecanismos de ação, incluindo a interferência com outros receptores 
hormonais ou mesmo nos processos que regulam a disponibilidade de hormônios 
para as suas células-alvo (CASALS-CASALS et al., 2011).  
Os efeitos dos desreguladores endócrinos não dependem somente das suas 
concentrações no ambiente, mas também de outros fatores, tais como, lipofilicidade, 
persistência, bioacumulação, tempo de exposição, e mecanismos de 
biotransformação e de excreção. Por exemplo, algumas substâncias sofrem 
biotransformação e dão origem a metabólitos ou subprodutos igualmente ou mais 
danosos que os compostos originais. Uma fonte de exposição bastante crítica é a 
presença dessas substâncias químicas nos organismos das fêmeas, que podem ser 
transferidas aos embriões, fetos ou filhotes através de ovos, placenta ou leite 
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materno e, assim, afetar o desenvolvimento. Nesse contexto, é importante destacar 
que os hormônios desempenham um papel essencial em muitos processos do 
desenvolvimento embrionário, fetal e neonatal (RINAUDO et al., 2012). Nos 
mamíferos, alguns desreguladores endócrinos podem atravessar a barreira 
placentária e afetar o desenvolvimento do feto, bem como eventualmente 
ultrapassar a barreira hemato-encefálica e exercer seus efeitos no sistema nervoso 
(BILA et al., 2007). De maneira geral, o período perinatal representa uma fase de 
grande suscetibilidade a diferentes insultos, incluindo estresse, radiação, alterações 
nutricionais e exposição a substâncias químicas (COLBORN et al., 1993; RINAUDO 
et al., 2012). Estudos têm demonstrado que alterações no ambiente nutricional 
intrauterino e/ou neonatal em ratos podem causar alterações permanentes na 
estrutura e função das células beta pancreáticas e na circuitaria hipotalâmica, efeitos 
que podem aumentar a suscetibilidade dos animais a diversas alterações 
metabólicas, incluindo intolerância a glicose, obesidade e diabetes mellitus 
(FOWDEN e HILL, 2001; PATEL e SRINIVASAN, 2011; SEKI et al., 2012).  A 
exposição a desreguladores endócrinos durante períodos críticos do 
desenvolvimento, especialmente in utero e/ou durante lactação, é considerada 
particularmente preocupante, uma vez que os efeitos induzidos nessas fases são 
frequentemente permanentes. Em humanos, o exemplo mais claro dos efeitos 
causados em fetos foi o uso do potente estrogênio sintético DES (dietilestilbestrol) 
em mulheres grávidas, entre os anos de 1948 e 1970. Estudos epidemiológicos 
demonstraram que muitas crianças nascidas de mulheres que fizeram uso desse 
medicamento apresentaram posteriormente, na puberdade e na idade adulta, uma 
série de problemas de saúde, incluindo disfunções no sistema reprodutivo, 
gestações anormais, redução na fertilidade, desordens no sistema imunológico e 
câncer vaginal (BIRKETT et al., 2003). Da mesma forma, a exposição a 
desreguladores endócrinos durante a lactação tem sido considerada extremamente 
preocupante, uma vez que muitos dos efeitos organizacionais dos hormônios 
ocorrem no período neonatal (DALSENTER et al., 1997; AUHAREK et al., 2010; LIN 
et al., 2011). 
Embora os estudos com desreguladores endócrinos tenham enfatizado 
principalmente os possíveis efeitos reprodutivos e carcinogênicos, a hipótese de que 
substâncias químicas podem afetar o controle endócrino do metabolismo energético 
surgiu mais recentemente, a partir de diferentes linhas de investigação. Atualmente, 
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o tecido adiposo é considerado um ativo órgão endócrino, capaz de secretar 
hormônios e de expressar diversos receptores (NEWBOLD et al., 2009). Além disso, 
há sugestões de que a exposição in utero e neonatal a desreguladores endócrinos e 
outras substâncias químicas pode favorecer o surgimento de doenças crônicas ao 
longo da vida, incluindo obesidade e diabetes mellitus (HEINDEL, 2003). Há relatos 
descrevendo o ganho de peso em excesso em animais tratados com desreguladores 
endócrinos, incluindo DES e Bisfenol A (WEI et al., 2011). Evidências apontam para 
desregulação metabólica pela exposição a substâncias químicas que interferem com 
a biologia do tecido adiposo, sistemas hormonais ou com o sistema nervoso central 
e que, dessa forma, alteram mecanismos homeostáticos envolvidos no controle de 
peso e na regulação dos níveis glicêmicos (GRUN e BLUMBERG, 2009). 
A obesidade é frequentemente associada com distúrbios metabólicos, 
incluindo diabetes mellitus tipo 2, síndrome metabólica, doenças cardiovasculares, 
complicações pulmonares e hepáticas, bem como outras questões de saúde, tais 
como problemas psicológicos, sociais, defeitos reprodutivos, e algumas formas de 
câncer (HATCH et al., 2010). Nesse sentido, acredita-se que o aumento da 
incidência de doenças metabólicas não se correlaciona apenas com fatores 
genéticos, baixa prática de atividade física ou inapropriados hábitos alimentares, 
mas com substanciais alterações no ambiente químico resultante de novos 
procedimentos industriais e agrícolas iniciados ao longo dos últimos 60 anos. Esta 
mudança ambiental conduziu a hipótese de que numerosos poluentes, como os 
desreguladores endócrinos, possam interferir sob vários aspectos do metabolismo, o 
que adiciona outro fator de risco à obesidade e às patologias a ela associadas 
(MCALLISTER et al., 2009). Estas hipóteses são sustentadas por experimentos com 
animais de laboratório e estudos epidemiológicos que têm demonstrado o efeito de 
desreguladores endócrinos na adipogênese (HACTH et al., 2010). Há propostas de 
mecanismos que poderiam suportar associações entre desreguladores metabólicos 
e obesidade, incluindo efeitos sobre a glândula tireoide, alterações nos níveis de 
hormônios esteróides, e mecanismos de ativação de receptores ativados por 
proliferadores de peroxissoma (PPARs) - fatores de transcrição pertencentes à 
família de receptores nucleares que regulam a homeostase glicêmica, metabolismo 
de lipídeos e inflamação (TAVARES et al., 2007). Os PPARs são caracterizados 
pelo seu padrão de distribuição nos tecidos e por sua função metabólica, possuindo 
três isoformas conhecidas: PPAR-alfa, PPAR-beta e PPAR-gama. De maneira geral, 
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esses receptores funcionam como sensores de lipídios que cooperam em diferentes 
órgãos a fim de adaptar a expressão de uma série de genes ao estado metabólico 
do indivíduo (CASALS-CASAS e  DESVERGNES, 2011). Nos adipócitos, o PPAR-
gama regula a expressão de numerosos genes envolvidos no metabolismo de 
lipídios, incluindo aP2 (TONTONOZ et al.,1994), acil-CoA sintetase (SCHOONJANS 
et al., 1995) e lipase lipoprotéica (LPL) (SCHOONJANS et al., 1996). Há evidências 
de que esse receptor também controle a expressão de fatores envolvidos na 
captação de lipídios pelos adipócitos (SFEIR et al., 1997). Dado que o PPAR-gama 
é predominantemente expresso no tecido adiposo, há hipóteses na literatura de que 
polimorfismos nos receptores PPAR-gama, estejam associados à obesidade 
(BEARMER et al., 1998; RISTOW et al., 1998), resistência à insulina, diabetes, 
hipertensão, lipodistrofia parcial, doença arterial coronariana (AGARWAL et al., 
2002), e aumento dos níveis de leptina no plasma (MEIRHAEGHE et al., 1998). 
Sabe-se, também, que o gene PPARγ2 é expresso nas células β pancreáticas, onde 
está envolvido na regulação da secreção de insulina (TAVARES et al., 2007). A 
ligação de PPARs com diferentes agonistas pode resultar em um amplo espectro de 
efeitos, o que pode ser explicado pelas diferenças nas interações agonista-receptor 
e na consequente diversidade de respostas em relação a liberação de co-
repressores ou recrutamento de co-ativadores desses receptores nucleares.  
Dentre as substâncias químicas ambientais que revelam potencial para 
desregular o controle endócrino do metabolismo, destacam-se os ésteres de ftalatos, 
compostos químicos utilizados como plastificantes e aditivos em uma grande 
variedade de produtos, incluindo embalagens para alimentos, roupas, brinquedos, 
tintas, cosméticos e materiais médico-hospitalares. A FIGURA 1 indica a estrutura 
química e algumas das propriedades físico-químicas do Di-(2-etilexil) Ftalato 
(DEHP), um dos principais ftalatos em uso. Algumas substâncias dessa classe têm a 
capacidade de inibir a esteroidogênese e ocasionar múltiplas alterações endócrinas 
e reprodutivas em animais de laboratório. (BOTELHO et al. 2009; MARTINO-
ANDRADE e CHAHOUD 2010; PARKS et al. 2000). Alguns estudos têm mostrado 
claramente a maior suscetibilidade de ratos jovens (ex.: pré-puberes e puberes) às 
alterações reprodutivas causadas pela exposição ao DEHP e outros ftalatos. 
(AKINGBEMI et al. 2001; GE et al. 2007; DOSTAL, et al, 1988;). Tendo em vista o 
papel fundamental dos hormônios esteróides no amadurecimento das funções 
reprodutivas durante o período peripuberal, o desequilíbrio na síntese e/ou na 
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sinalização desses hormônios pode afetar adversamente diferentes aspectos do 
desenvolvimento sexual. (GUNNARSSON et al. 2008). Esses períodos críticos do 
desenvolvimento são particularmente preocupantes, pois pequenas mudanças nos 
níveis hormonais podem provocar efeitos deletérios a longo prazo. (GRANDE et al. 
2006).  
Mais recentemente, tem sido sugerido que alguns ftalatos podem desregular 
o controle endócrino do metabolismo. Segundo Feige et al. (2007), o mono-etil-hexil 
ftalato (MEHP), metabólito do DEHP, está envolvido com mecanismos moleculares 
que modulam a sinalização do PPARgama, cuja ativação é célula-dependente e é 
capaz de promover adipogênese. Estudos realizados por Lin et al. (2011) 
demonstraram que a exposição materna ao DEHP nas fases de gestação e lactação 
é capaz de reduzir a estrutura das β células do pâncreas bem como a capacidade de 
secreção de insulina nos descendentes. Adicionalmente, os descendentes expostos 
in utero e durante a lactação, apresentaram alteração da homeostase glicêmica.  
Sabe-se que o período neonatal é crítico para o desenvolvimento do 
pâncreas e possivelmente uma fase crítica para a indução de efeitos adversos pela 
exposição à desreguladores endócrinos/metabólicos como o DEHP. A exposição de 
neonatos e crianças a esse plastificante é extremamente preocupante em função de 
sua presença em uma ampla variedade de produtos industriais, incluindo 
embalagens para alimentos, roupas e brinquedos, além da possibilidade de 
exposição via leite materno. Freire e colaboradores (2006) reportaram altos níveis de 
ftalatos, incluindo o DEHP, em plásticos utilizados em embalagens de alimentos no 
Brasil. Nesse estudo, a concentração de DEHP em filmes plásticos variou de 15 a 
44% (peso/peso), sendo que o percentual máximo de DEHP permitido para esse tipo 
de produto é de 3%. Contudo, apesar das evidências do potencial efeito 
desregulador endócrino do DEHP e os riscos de exposição humana, não existem 
dados sobre os possíveis efeitos de desregulação metabólica do DEHP, após 




FIGURA 1. Propriedades físico-químicas do DEHP. 




2.1 OBJETIVO GERAL 
 
Investigar os efeitos do plastificante DEHP sobre o metabolismo e a função 
endócrina de ratos expostos em dois períodos críticos do desenvolvimento, a 
lactação e a puberdade, particularmente em relação à homeostase glicêmica, ganho 
de peso corporal e alterações nas concentrações de metabólitos fecais de 
hormônios esteróides.  
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
Investigar os efeitos da exposição lactacional sobre os descendentes: ganho de 
peso no período de lactação e pós-desmame e concentração de metabólitos 
fecais de androgênios e glicocorticóides no período pós-desmame; teste de 
tolerância à insulina nos dias 22, 60 e 90 pós-natal; dia de abertura do canal 
vaginal e separação prepucial (marcadores do início da puberdade); avaliação 
dos depósitos de gordura, análises bioquímicas (glicemia, colesterol total e 
frações, triglicerídeos), quantificação de insulina e secreção de insulina em 
ilhotas isoladas na idade adulta (dia 90 pós-natal). 
 Investigar os efeitos do DEHP (7.5 e 75 mg/kg/dia) sobre os ratos machos 
tratados durante 30 dias a partir do desmame: ganho de peso e concentração de 
metabólitos fecais de androgênios e glicocorticóides ao longo do período de 
tratamento; separação prepucial; teste de tolerância à insulina (ITT), avaliação 
dos depósitos de gordura e análises bioquímicas (glicemia, colesterol total e 
frações, triglicerídeos) ao final do tratamento. 
  Investigar os efeitos diretos do DEHP (7.5 e 75 mg/kg/dia) sobre progenitoras 
tratadas do 1º ao 21º dia de lactação, a fim de determinar possíveis indícios de 
toxicidade materna e alterações metabólicas por meio da avaliação de ganho de 
peso e concentração de metabólitos fecais de glicocorticóides ao longo do 
tratamento, avaliação dos depósitos de gordura, teste de tolerância à insulina e 
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análises bioquímicas (glicemia, insulina plasmática, colesterol total e 
triglicerídeos) ao final do tratamento. 




O presente estudo foi dividido em duas fases experimentais: o primeiro 
período experimental corresponde ao tratamento realizado durante a lactação em 
ratas progenitoras com 7,5 mg/kg/dia, 75 mg/kg/dia de DEHP e/ou óleo de milho 
como controle e a avaliação de seus descendentes expostos via leite materno (via 
indireta). O segundo período experimental corresponde ao tratamento em ratos 
machos pré-púberes com 7,5 mg/kg/dia, 75 mg/kg/dia de DEHP e/ou óleo de milho 
como controle  por 30 dias a partir do desmame, período peripuberal. 
 No experimento 1 foram utilizados ratos (Rattus novergicus) da linhagem 
Wistar, oriundos do Biotério Central da Universidade Estadual de Ponta Grossa, com 
a devida aprovação pela Comissão de Ética para o Uso de Animais da Instituição 
(CEUA), (Certificado 15096/2012). Para a obtenção das progenitoras, ratas adultas 
foram acasaladas com ratos machos na fase escura do ciclo de luz. O dia do 
nascimento foi considerado dia 1 de lactação e os filhotes foram desmamados no 
21º dia. No 4º dia pós-natal foi realizado o ajuste do tamanho das ninhadas para 
reduzir a influência dessa variável sobre o ganho de peso dos filhotes. As ninhadas 
foram ajustadas de forma a compor 8 filhotes por ninhada, preferencialmente 4 
machos e 4 fêmeas, sempre que possível. Ninhadas compostas exatamente por 8 
filhotes foram mantidas, enquanto que em ninhadas com mais de 8 filhotes o 
excedente foi redistribuído para ninhadas menores a fim de compor o número de 
filhotes requeridos. As progenitoras e suas ninhadas ficaram alojadas 
individualmente em caixas de polipropileno (41x34x16 cm). Após o desmame, 
machos e fêmeas foram separados e mantidos agrupados por sexo.  
No experimento 2, foram utilizados ratos (Rattus novergicus) da linhagem 
Wistar, oriundos do Biotério Central da Universidade Federal do Paraná, com a 
devida aprovação da Comissão de Ética para o Uso de Animais (CEUA) do Setor de 
Ciências Biológicas da Instituição (Certificado No 728). Foram utilizados ratos 
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machos com 22 dias de vida. Os animais foram mantidos em grupos de cinco ratos, 
agrupados por sexo e grupo experimental em moradia padrão (41x34x16 cm) com 
cepilho autoclavado.  
Todos os animais foram alimentados com água e ração NUVILAB-CR1 
(Quimtia, Colombo/PR) ad libitium (exceto quando indicado), e mantidos em 
condições controladas de luminosidade (ciclo 12h claro/escuro) e temperatura (21 ± 
2ºC). 
 
3.2 DOSES E TRATAMENTO 
 
Para o tratamento foram utilizadas as doses de 7,5 mg/kg/dia e 75 mg/kg/dia 
de Di-(2-etilexil) ftalato (DEHP, CAS 117-81-7; Sigma-Aldrich 99% D201154) e/ou 
óleo de milho comercial (veículo) como controle em ambos os experimentos. 
Experimento 1: Ratas lactantes (n= 5 por grupo) foram tratadas diariamente por via 
oral (gavagem) entre os dias 1 e 21 de lactação. Experimento 2: Ratos no período 
peripuberal (n= 15 por grupo) foram tratados diariamente por via oral (gavagem) 
entre os dias 22 e 52 pós natal. Três grupos experimentais foram utilizados:  
 
 Controle (veículo) 
 DEHP 7,5 mg/kg/dia 
 DEHP 75 mg/kg/dia 
 
A menor dose foi selecionada a partir dos estudos de Lin et al. (2011) e 
Gayathri et al. (2004), que demonstraram alterações metabólicas após exposição a 
6,25 e 7,5 mg DEHP/kg/dia, respectivamente. No estudo de Lin et al. (2011) foram 
observadas alterações após a exposição in utero e lactacional, enquanto no estudo 
de Gayathri et al. (2004), foram demonstrados efeitos em ratos adultos. No presente 
estudo, uma segunda dose, 10 vezes maior do que aquela utilizada por Gayathri et 
al. (2004), também foi testada. No entanto, estudos prévios de toxicologia 
reprodutiva demonstraram que mesmo a maior dose proposta (75 mg/kg/dia) não 
causa toxicidade materna (ANDRADE et al., 2006a, 2006b).  





FIGURA 2. Delineamento experimental. ITT = Teste de tolerância à insulina. 
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3.3 AVALIAÇÃO DAS PROGENITORAS 
 
As progenitoras foram avaliadas quanto ao ganho de peso e consumo de 
ração e água diariamente durante todo o período de tratamento (1º ao 21º dia de 
lactação). Para esses parâmetros foi calculada a área sobre a curva dos pesos ou 
consumos ao longo dos períodos avaliados. Além disso, foi determinada a 
concentração de metabólitos fecais de glicocorticóides, como descrito no item 3.3.1. 
Ao desmame (21º dia de lactação), as progenitoras foram avaliadas quanto à 
tolerância à insulina (item 3.3.2). Vinte e quatro horas após o teste de tolerância à 
insulina, as progenitoras foram eutanasiadas. A eutanasia foi feita por decapitação 
após um período de 12 horas de jejum com livre acesso à água. A decapitação foi 
escolhida como método de eutanásia para evitar a possível interferência de 
anestésicos nas medidas hormonais e bioquímicas. Foram determinados os pesos 
de depósitos de gordura corporal, peso de órgãos, bem como a investigação de 
parâmetros bioquímicos e a quantificação de insulina. Os tubos de coleta contendo 
heparina foram centrifugados e o plasma foi armazenado a -20oC até a realização 
dos ensaios bioquímicos e hormonais. 
 
3.3.1 Concentração de metabólitos fecais de glicocorticoides 
  
Amostras de fezes maternas foram coletadas diariamente entre o 1º e o 21º 
dia de lactação. A coleta foi realizada após a troca da forração das caixas (cepilho 
autoclavado). O material fecal foi armazenado a -20oC para posterior extração e 
dosagem dos metabólitos de glicocorticóides. Os procedimentos utilizados para 
extração dos metabólitos de glicocorticóides fecais foram realizados de acordo com 
Morais et al. (2002) e Brown et al. (2004). Resumidamente, amostras de 
aproximadamente 0,5 g de fezes úmidas foram colocadas em tubos de ensaio de 
vidro, adicionando-se 5,0 mL de etanol 80% a cada amostra. A seguir, os tubos 
foram tampados e agitados por turbilhonamento, com pulsos de 1-2 segundos, 
durante 30 minutos em agitador de multi pulso (Multi-Pulse Vortexer, modelo 099A 
VB4, 50/60Hz – Glass-Col ). Em seguida, os tubos foram centrifugados (1000 g/15 
min) e os extratos sobrenadantes diluídos 1:1 com solução tampão para enzimo-
imunoensaio (NaH2PO4; Na2HPO4; NaCl; pH ajustado para 7,0). Esses extratos 
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foram mantidos congelados (–20ºC) em tubos de microcentrífuga (do tipo eppendorf) 
até o momento do imunoensaio. A quantificação dos metabólitos hormonais foi feita 
por enzimo-imunoensaio, utilizando-se anticorpos anti-corticosterona obtidos de 
Coralie Munro (University of California). Os ensaios foram realizados de acordo com 
Brown et al. (2004).   
 
3.3.2 Teste de tolerância à insulina 
 
No 21° dia de lactação, as progenitoras foram mantidas em jejum por 12 horas, 
tendo acesso apenas à água. Esses animais receberam a administração 
intraperitoneal de insulina Humalog (Lispro), correspondente a 1 unidade por 1.000 
gramas de peso corporal. Foram coletados cerca de 50 µL de sangue via caudal nos 
tempos 0 (antes da sobrecarga de insulina), 5, 10, 20 e 25 minutos após a 
sobrecarga de insulina. A concentração de glicose sanguínea foi mensurada 
imediatamente após a coleta por meio de um glicosímetro (Accu-chek, Roche). E a 
taxa de decaimento da glicose (Kitt), foi calculada pelo coeficiente angular (slope) da 
reta obtida pela regressão linear do logaritmo natural da concentração de glicose 
sanguínea versus o tempo, e expressa em porcentagem por minuto. 
 
3.3.3 Avaliação dos depósitos de gordura e peso de órgãos 
 
Foram retirados e pesados os depósitos de gordura da cavidade abdominal 
(mesentérica e retroperitoneal) e subcutânea (inguinal). Além disso, foram pesados 
o fígado, rins, adrenais, baço, útero e ovários. Os dados foram expressos como 
pesos absolutos e relativos (peso do órgão/peso corporal x 100). 
 
3.3.4 Análises bioquímicas e quantificação de insulina 
 
Foi realizada a quantificação plasmática de glicose, colesterol total, 
triglicerídeos e insulina nas amostras de plasma coletadas 24h após o teste de 
tolerância à insulina. Todas as análises bioquímicas foram realizadas com kits 
colorimétricos da marca Analisa, disponíveis comercialmente, de acordo com as 
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instruções do fabricante. A quantificação de insulina (radioimunoensaio) é descrita 
no item 3.4.5. 
 
 
3.4 AVALIAÇÃO DOS DESCENDENTES 
 
Os descendentes foram avaliados diariamente quanto ao ganho de peso 
durante todo o período de tratamento (1º ao 21º dia de lactação). Após o desmame, 
machos e fêmeas foram separados e mantidos de acordo com o sexo e a ninhada. 
O peso dos animais e o consumo de ração e água foram avaliados 3 vezes por 
semana do desmame até a idade adulta (dia 90 pós-natal). Para o peso corporal e 
consumo de ração e água foi calculada a área sobre a curva ao longo dos períodos 
avaliados.  Da mesma forma, amostras de fezes de 24 horas foram coletadas das 
caixas 3 vezes por semana durante todo o período pós-desmame para posterior 
quantificação de metabólitos fecais de androgênios (apenas machos) e 
glicocorticóides. Essas amostras representaram um pool de pellets fecais dos 
animais mantidos coletivamente nas caixas, agrupados por sexo e ninhada. Os 
esteróides fecais foram extraídos e quantificados como descrito no item 3.3.1. Para 
os metabólitos fecais de androgênios foi utilizado um anticorpo anti-testosterona 
obtido de Coralie Munro (University of California). Os ensaios hormonais foram 
realizados de acordo com Brown et al. (2004). Dois filhotes machos e dois filhotes 
fêmeas por ninhada foram utilizados para os testes de tolerância à insulina, que 
foram realizados nos dias 22, 60 e 90 pós-natal, conforme descrito no item 3.3.2 (12 
horas de jejum antes da sobrecarga de insulina). No dia 91 pós-natal, os animais 
foram eutanasiados (decapitação) para a determinação dos depósitos de gordura, 
peso de órgãos, análises bioquímicas e quantificação de insulina (conforme descrito 
no item 3.3.4). O sangue dos animais foi coletado por decapitação para evitar a 
influência de anestésicos sobre essas análises. Os tubos de coleta contendo 
heparina foram centrifugados e o plasma foi armazenado a -20oC até a realização 
dos ensaios. Antes da eutanasia os animais foram mantidos em jejum de 12 horas, 
tendo acesso somente à água. Uma parte dos animais (ao menos 4 machos e 4 
fêmeas por ninhada) foram utilizados para o isolamento das ilhotas pancreáticas e 




3.4.1 Determinação da idade de abertura do canal vaginal e separação 
prepucial 
 
A idade de abertura do canal vaginal e a idade de separação prepucial foram 
investigadas como marcadores externos do início da puberdade nos descendentes 
expostos. As fêmeas foram avaliadas quanto ao dia de abertura do canal vaginal a 
partir do 35º dia pós-natal. Os descendentes masculinos foram investigados 
diariamente a partir do 40º dia pós-natal quanto à separação prepucial, por meio da 
retração manual do prepúcio. Para cada animal, foi registrado o peso corporal 
correspondente ao dia em que esses parâmetros foram atingidos. 
 
3.4.2 Avaliação dos depósitos de gordura e peso de órgãos dos descendentes 
na idade adulta 
 
Foram retirados e pesados os depósitos de gordura da cavidade abdominal 
(mesentérica e retroperitoneal, epididimal [machos]) e subcutânea (inguinal). O peso 
do tecido marrom inter-escapular também foi avaliado. Além disso, foram pesados o 
fígado, rins, adrenais, baço, e órgãos reprodutivos (testículos, próstata nos machos, 
e útero e ovários nas fêmeas). Os dados foram expressos como pesos absolutos e 
relativos (peso do órgão/peso corporal x 100). 
 
3.4.3 Isolamento de ilhotas pancreáticas 
 
Ratos adultos (91 dias) foram eutanasiados por decapitação. Imediatamente 
após a eutanasia foi realizada a abertura da cavidade abdominal para a localização 
do ducto hepático comum. Em seguida, o pâncreas foi perfundido via ducto hepático 
com 8 mL de Solução de Hank’s, composto por 136mM NaCl; 6,45mM KCl; 1,91mM 
MgSO4; 0,38mM Na2HPO4; 0,50mM KH2PO4; 2,45mM CaCl2; e contendo colagenase 
tipo XI na concentração de 1mg/mL. A perfusão do pâncreas foi garantida pela 
oclusão da porção final do ducto pancreático com auxílio de tesoura hemostática. 
Após a perfusão completa do órgão ele foi imediatamente transferido para um tubo 
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cônico contendo 5mL de Hank’s, em banho-maria a 37ºC, durante 10 minutos e sob 
oxigenação (95% oxigênio/5% gás carbônico). Em seguida, o frasco foi 
manualmente agitado e a solução filtrada com auxílio de uma peneira de aço 
inoxidável.  Este filtrado contendo as ilhotas foi então submetido a sucessivas 
lavagens em Hank’ sob banho de gelo. Com auxílio de lupa e pipeta as ilhotas foram 
manualmente coletadas. No mínimo 4 animais por grupo foram usados para formar 
um “pool” de ilhotas que foram finalmente separadas em grupos de 4 e transferidas 
para poços contendo 1mL de solução Krebs, contendo: 120mM NaCl; 4,8mM KCl; 
2,5mM CaCl2; 1,2mM MgCl2  e 24mM NaHCO3 (SUTTON et al., 1986). 
 
3.4.4 Pré-Incubação e Incubação das ilhotas isoladas 
 
Para todos os protocolos com ilhotas pancreáticas isoladas houve um 
período de 1h que antecedeu a incubação. Grupos de 4 ilhotas foram pré-incubadas 
em 1mL de solução Krebs, pH 7,4, suplementado com albumina bovina (fração V), 
glicose (5,6mM) e aerado com uma mistura gasosa (95% oxigênio/ 5% de gás 
carbônico). Essa solução foi em seguida descartada e substituída pela solução de 
incubação. 
Após a pré-incubação, os grupos de 4 ilhotas foram incubadas por mais 1h 
em 1mL de Krebs, pH 7,4, suplementado com albumina bovina (fração V) e aerado 
com uma mistura gasosa (95% oxigênio/ 5% de gás carbônico), contendo glicose em 
três diferentes concentrações: 5,6, 8,3 e 16,7mM. A insulina secretada após a 
incubação com essas diferentes concentrações de glicose foi quantificada por 
radioimunoensaio (item 3.4.5). 
 
3.4.5 Dosagem Insulina 
 
O método de radioimunoensaio (RIE) para dosagem de insulina consiste na 
competição de moléculas de insulina marcadas radioativamente com o iodo 125 
(125I) e de moléculas de insulina não marcadas, presentes nas amostras ou padrões, 
por um número limitado de anticorpos específicos contra insulina. As moléculas de 
insulina não ligadas aos anticorpos (fração livre) foram conjugadas com carvão e, 
após centrifugação, separadas do sobrenadante. A leitura da radiação emitida pela 
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fração livre (não ligada) foi realizada em um contador Gama. A quantidade de 
radiação emitida é, portanto, diretamente proporcional à quantidade de insulina 
presente nas amostras ou padrões (BERSON, S. A; YALOW, R. S., 1968).  
 
3.5 AVALIAÇÃO DE RATOS NO PERÍODO DA PUBERDADE 
 
Ratos machos (n=15/sexo e por grupo) foram tratados diariamente por via 
oral (gavagem) entre os dias 22 e 52 pós-natal. Os animais foram avaliados quanto 
ao ganho de peso e consumo de ração e água diariamente durante todo o período 
de tratamento. Para esses parâmetros foi calculada a área sobre a curva dos pesos 
ou consumos ao longo dos períodos avaliados. Além disso, foram quantificadas as 
concentrações de metabólitos fecais de glicocorticoides, como descrito no item 3.3.1 
e metabólitos fecais de androgênios, onde foi utilizado um anticorpo anti-
testosterona obtido de Coralie Munro (University of California). Os ensaios 
hormonais foram realizados de acordo com Brown et al. (2004). Os animais foram 
avaliados quanto à separação prepucial por meio da retração manual do prepúcio a 
partir do 40º dia de idade. Quarenta e oito horas antecedentes à eutanásia, os 
animais foram submetidos ao teste de tolerância à insulina (ITT) sob jejum de 12 
horas, tendo acesso somente à água, como descrito no item 3.3.2.  Aos 52 dias de 
vida os animais foram eutanasiados por decapitação para coleta de sangue e 
tecidos. Os tubos de coleta foram centrifugados e o soro foi armazenado a -20oC até 
a realização dos ensaios bioquímicos. Antes da eutanásia os animais foram 
mantidos em jejum de 12 horas, tendo acesso somente à água. 
Os seguintes órgãos e tecidos foram dissecados e pesados: fígado, rim, 
pâncreas, glândula tireoide, testículos, epidídimos, próstata, vesícula seminal, 
musculo levantador do ânus, gorduras retroperitoneal, perigonadal e inguinal. Com 
relação aos parâmetros bioquímicos foram determinadas as concentrações 
plasmáticas de glicose, triglicerídeos, colesterol total e HDL-colesterol. Os ensaios 
bioquímicos foram realizados com kits colorimétricos disponíveis comercialmente 




3.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
As variáveis que apresentaram distribuição normal e homogeneidade entre 
as variâncias foram analisadas por meio de análise de variância (ANOVA). As 
diferenças entre os grupos foram determinadas pelo teste de Bonferroni. Os dados 
de ganho de peso, consumo de ração e água e testes de tolerância à insulina foram 
analisados por ANOVA de duas vias. O nível de significância estatística utilizado foi 
de 5% (p < 0,05). Para a análise estatística e a confecção dos gráficos foram 




A presente seção contém os resultados do presente estudo, o qual será 
apresentado em dois experimentos: (a) Experimento 1, referente aos dados das 
progenitoras tratadas com o plastificante DEHP durante o período de lactação e a 
avaliação de seus descendentes machos e fêmeas expostos via leite materno. Estes 
dados incluem avaliação do ganho de peso, consumo de ração e água, peso de 
órgãos e tecidos, parâmetros bioquímicos, teste de tolerância à insulina, análise de 
metabólitos de glicocorticoides e testosterona (somente em descendentes machos) 
e avaliação da secreção de insulina; (b) Experimento 2, referente aos dados de ratos 
expostos ao DEHP no período de puberdade, ou seja, durante 30 dias a partir do 
desmame, incluindo avaliação do ganho de peso, consumo de ração e água, peso 
de órgãos e tecidos, parâmetros bioquímicos, teste de tolerância à insulina e análise 









4.1 EXPERIMENTO 1  
 
 
4.1.1 Dados das progenitoras 
 
4.1.1.1 Ganho de peso e consumo de ração e água 
 
 O peso corporal das progenitoras, monitorado ao longo da lactação, não 
diferiu significativamente entre os grupos experimentais (FIGURA 3). Da mesma 
forma, também não foram observadas alterações na ingestão de ração e água 








































FIGURA 3. Peso corporal de progenitoras tratadas diariamente do 1º ao 21º dia de lactação com óleo 
de milho (veículo controle) ou com o plastificante DEHP (n = 5 ratas/grupo). ASC = área sobre a curva 










































































































FIGURA 4. Consumo de ração (A) e água (B) de progenitoras tratadas com veículo (controle) ou com 
o plastificante DEHP durante o período de lactação (n=5 ratas/grupo). ASC = área sobre a curva 
calculada a partir das curvas individuais de peso dos animais ao longo da lactação. 
 
4.1.1.2 Peso de órgãos e tecidos e parâmetros bioquímicos 
 
 A TABELA 1 mostra os dados de pesos de órgãos e tecidos retirados das 
progenitoras ao final do período de tratamento. Os dados indicam que não houve 
diferenças significativas no peso dos órgãos e depósitos de gorduras entre os 
diferentes grupos experimentais. As concentrações plasmáticas de glicose, 
triglicerídeos, colesterol total e insulina também não diferiram significativamente 







TABELA 1. PESOS ABSOLUTOS (G) E RELATIVOS (%) DE ÓRGÃOS E TECIDOS DE 
PROGENITORAS TRATADAS COM O PLASTIFICANTE DEHP DURANTE O PERÍODO DE 
LACTAÇÃO. 
 
Os dados representam a média ± desvio padrão. As progenitoras foram tratadas do 1º ao 21º dia de 
lactação e os órgãos e tecidos coletados um dia após o final do tratamento. Peso relativo = (peso 







Parâmetros DEHP (mg/kg/dia) 
0 7,5 75 






























































































TABELA 2. PARÂMETROS BIOQUÍMICOS E CONCENTRAÇÃO DE INSULINA BASAL EM 
PROGENITORAS TRATADAS COM O PLASTIFICANTE DEHP DURANTE A LACTAÇÃO. 
 
Os dados representam a média ± desvio padrão. As progenitoras foram tratadas do 1º ao 21º dia de 
lactação e as amostras de plasma foram coletadas 1 dia após o final do tratamento em jejum de 12 
horas. (n= 5 ratas/grupo). 
 
4.1.1.3 Teste de tolerância à insulina 
 
 A FIGURA 5 ilustra os resultados do teste de tolerância à insulina, sendo 
representados os valores de glicemia nos tempos 0, 5, 10, 20 e 25 minutos após a 
administração de insulina, bem como a taxa de decaimento da glicose (Kitt), 
calculada pelo coeficiente angular (slope) da reta obtida pela regressão linear do 
logaritmo natural da concentração de glicose sanguínea versus o tempo, e expressa 
em porcentagem por minuto. Não houve nenhuma alteração na taxa de decaimento 
da glicose nas progenitoras ao 21° dia de lactação.  
Parâmetros DEHP (mg/kg/dia) 



































FIGURA 5. Teste de tolerância à insulina em progenitoras expostas ao DEHP durante a lactação. O 
gráfico A representa as concentrações de glicose em diferentes tempos após a administração de 
insulina. O gráfico B mostra a taxa de decaimento da glicose (Kitt). (n=5 ratas/grupo). 
 
4.1.1.4 Metabólitos fecais de corticosteroides  
 
A concentração de metabólitos fecais de corticosteroides monitorada ao longo 
da lactação não diferiu nas progenitoras tratadas diariamente com o plastificante 
DEHP em relação ao grupo controle. A FIGURA 6 representa a concentração dos 
metabólitos coletados em dias alternados a partir do 1° ao dia 21° de lactação. 
FIGURA 6. Concentração de metabólitos fecais de corticosteroides (ng/g fezes; média± erro padrão 
da média) em ratas progenitoras durante o período de lactação. (n= 5 ratas/grupo). 




































































4.1.2 Dados dos descendentes 
 
4.1.2.1 Ganho de peso durante a lactação e após o desmame 
 
 A FIGURA 7 ilustra o ganho de peso das ninhadas durante o período de 
lactação. Não houve diferença significativa entre os grupos experimentais. Da 
mesma forma, não houve diferença no ganho de peso de descendentes machos no 
período pós-desmame. No entanto, houve aumento da área sobre a curva de peso 
corporal de fêmeas no grupo 75 mg/kg/dia, quando comparado aos grupos controle 



































FIGURA 7. Peso corporal das ninhadas no período de lactação. As progenitoras foram tratadas com 
veículo ou DEHP do 1º ao 21º dia de lactação e os filhotes expostos via leite materno. (n= 5 ninhadas 
por grupo). ASC = área sobre a curva calculada a partir das curvas individuais de peso dos animais 

















































































FIGURA 8. Peso corporal dos descendentes machos (A) e fêmeas (B) no período pós-desmame. As 
progenitoras foram tratadas com veículo ou DEHP do 1º ao 21º dia de lactação e os filhotes expostos 
via leite materno. (n= 17- 21 animais por grupo). ASC = área sobre a curva calculada a partir das 
curvas individuais de peso dos animais ao longo da lactação. As letras sobrescritas indicam as 
diferenças entre os grupos experimentais. Diferentes letras indicam diferenças significativas entre os 
grupos (p< 0,05, ANOVA/Bonferroni). 
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4.1.2.2 Consumo hídrico e alimentar 
 
As FIGURAS 9 e 10 representam o monitoramento do consumo hídrico e 
alimentar de machos e fêmeas, respectivamente, ao longo do desmame até a vida 
adulta (90 dias). Não houve diferença significativa entre os grupos experimentais.     




























































































































FIGURA 9. Consumo de ração (A) e água (B) dos descendentes machos tratados com o veículo 
(controle) ou com o plastificante DEHP durante o período de lactação (n= 19-21 ratos/grupo). 
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FIGURA 10. Consumo de ração (A) e água (B) das descendentes fêmeas tratadas com veículo 
(controle) ou com o plastificante DEHP durante o período de lactação (n= 17-19 ratas/grupo).  
 
4.1.2.3 Peso de órgãos e tecidos 
  
As TABELAS 3 e 4 mostram os dados de pesos de órgãos e tecidos retirados dos 
animais adultos (dia 90 pós-natal) que foram expostos ao plastificante DEHP via 
lactação. Os dados indicam que houve diminuição significativa no peso relativo do 
baço dos descendentes machos expostos a dose de 7,5 mg/kg/dia em relação ao 
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grupo controle. Não houve diferença significativa nos demais órgãos e depósitos de 
gorduras entre os diferentes grupos experimentais. 
TABELA 3. PESO ABSOLUTO (G) E RELATIVO (%) DE ÓRGÃOS E TECIDOS DOS 
DESCENDENTES MACHOS EXPOSTOS AO DEHP VIA LACTAÇÃO.  
Parâmetros 
DEHP (mg/kg/dia) 
0 7,5 75 









































































































Os dados representam a média ± desvio padrão. Os animais foram sacrificados aos 90 dias de vida e 
os órgãos e tecidos foram coletados logo após o sacrifício. Peso relativo = (peso órgão/peso corporal) 
x 100. (n= 19 - 21 ratos/grupo). As letras sobrescritas indicam as diferenças entre os grupos 






TABELA 4. PESO ABSOLUTO (G) E RELATIVO (%) DE ÓRGÃOS E TECIDOS DAS 
DESCENDENTES FÊMEAS EXPOSTAS AO DEHP VIA LACTAÇÃO.  
 
Parâmetros DEHP (mg/kg/dia) 
0 7,5 75 





































































































Os dados representam a média ± desvio padrão. Os animais foram sacrificados aos 90 dias de vida e 
os órgãos e tecidos foram coletados logo após o sacrifício. Peso relativo = (peso órgão/peso corporal) 
x 100. (n= 17 - 19 ratas/grupo).  
 
4.1.2.4 Parâmetros bioquímicos 
 
A exposição ao plastificante DEHP via lactação causou aumento na 
concentração plasmática de glicose (FIGURA 11A) nos descendentes machos do 
grupo 75 mg/kg/dia. Houve diminuição nos níveis plasmáticos de triglicerídeos 
(FIGURA 11C) nos descendentes masculinos dos grupos 7,5 e 75 mg/kg/dia, bem 
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como uma redução do colesterol plasmático (FIGURA 11D) no grupo 75 mg/kg/dia. 
Já em relação aos dados das descendentes fêmeas, houve diminuição significativa 
na concentração de glicose plasmática do grupo 75 mg/kg/dia (FIGURA 12A), e 
também diminuição nas concentrações plasmáticas de triglicerídeos (FIGURA 12C) 
e colesterol (FIGURA 12D) do grupo exposto a 7,5 mg/kg/dia de DEHP. As 
concentrações plasmáticas de insulina não diferiram significativamente entre os 
grupos em nenhum dos sexos. 
 
FIGURA 11. Concentrações plasmáticas de glicose (A), insulina (B), triglicerídeos (C), colesterol total 
(D) e HDL (E) nos descendentes machos. As amostras foram coletadas após um jejum de 12 horas, 
aos 91 dias de vida. (n= 12-13 ratos/grupo). As letras sobrescritas indicam as diferenças entre os 









































































































































FIGURA 12. Concentrações plasmáticas de glicose (A), insulina (B), triglicerídeos (C), colesterol 
total (D) e HDL (E) nas descendentes fêmeas. As amostras foram coletadas após um jejum de 12 
horas, aos 91 dias de vida. (n= 11-12 ratas/grupo). As letras sobrescritas indicam as diferenças entre 
os grupos experimentais. Diferentes letras indicam diferenças significativas entre os grupos (p< 0,05, 
ANOVA/Bonferroni) 
 
4.1.2.5 Teste de tolerância à insulina 
 
Os resultados demonstram que não houve diferença significativa no teste de 
tolerância à insulina entre os grupos experimentais nos descendentes machos e 
fêmeas avaliados nos dias 22 e 60 de vida (FIGURAS 13 e 14).  
Contudo, os descendentes machos das progenitoras tratadas com 75 
mg/kg/dia, analisados aos 90 dias de vida, apresentaram diminuição significativa na 
taxa de decaimento da glicose (Kitt), parâmetro calculado pelo coeficiente angular 
(slope) da reta obtida pela regressão linear do logaritmo natural da concentração de 










































































































































FIGURA 13. Teste de tolerância à insulina em ratos machos expostos ao plastificante DEHP durante 
o período de lactação. As amostras foram coletadas aos 22, 60 e 90 dias de vida. Os gráficos 
representam as concentrações de glicose em diferentes tempos após a administração de insulina e a 
taxa de decaimento da glicose (Kitt). (n=10 ratos/grupo). As letras sobrescritas indicam as diferenças 
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FIGURA 14. Teste de tolerância à insulina em ratas expostas ao plastificante DEHP durante o 
período de lactação. As amostras foram coletadas aos 22, 60 e 90 dias de vida. Os gráficos 
representam as concentrações de glicose em diferentes tempos após a administração de insulina e a 
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4.1.2.6 Separação prepucial e abertura do canal vaginal  
 
 
A TABELA 5 representa a média de idade em que ocorreu a separação 
prepucial e a abertura do canal vaginal, bem como a média do peso corporal 
correspondente à idade em que esses parâmetros foram atingidos. Os dados 
indicam que não houve diferenças significativas nos períodos de abertura vaginal e 
separação prepucial ou em relação ao peso dos animais.  
TABELA 5. SEPARAÇÃO PREPUCIAL (MACHOS), ABERTURA DO CANAL VAGINAL (FÊMEAS) E 
PESO CORPORAL DOS DESCENDENTES QUE FORAM EXPOSTOS AO DEHP DURANTE O 
PERÍODO DE LACTAÇÃO.  
Parâmetro DEHP (mg/kg/dia) 
0 7,5 75 
 
Separação Prepucial (dia) 
Peso (g) 






















Os dados representam a média ± desvio padrão. (n= 19-21 ratos/grupo e n= 17-19 ratas/grupo). 
 
4.1.2.7 Secreção de insulina  
 
As FIGURAS 15 e 16 mostram os resultados da secreção de insulina induzida 
por diferentes concentrações de glicose (5,6mM; 8,3mM e 16,7mM) em ilhotas 
pancreáticas isoladas de descendentes machos e fêmeas expostos ao plastificante 
DEHP durante o período de lactação. Não houve diferença significativa na secreção 
de insulina estimulada por glicose 5,6mM quando comparada à secreção das ilhotas 
dos animais controle em ambos os sexos. No entanto, houve diminuição de 50% e 
60% na secreção de insulina nos grupos experimentais 75 mg/kg/dia (machos e 
fêmeas respectivamente) estimulados com 8,3mM de glicose quando comparados 
com os grupos controle e 7,5 mg/kg/dia. Ainda, em relação aos descendentes 
machos, houve significativa diminuição de 58% na secreção de insulina, após 
estimulação por 16,7mM de glicose no grupo 75 mg/kg/dia, quando comparados ao 
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controle. Nos descendentes do sexo feminino, no entanto, houve aumento de 172% 
na secreção de insulina no grupo 7,5 mg/kg, quando as ilhotas foram estimuladas 
com glicose 16,7mM. 
 
FIGURA 15. Efeito na secreção de insulina em ilhotas pancreáticas isoladas de ratos machos adultos 
expostos ao DEHP durante o período de lactação. Os dados representam a média ± erro padrão. (n= 
pool 4-5 ratas/grupo). Os símbolos sobre as barras representam diferenças estatísticas de p< 0,05. 
As letras sobrescritas indicam as diferenças entre os grupos experimentais. Diferentes letras indicam 






































FIGURA 16. Efeito na secreção de insulina de ilhotas pancreáticas isoladas de ratas fêmeas adultas 
expostas ao DEHP durante o período de lactação. Os dados representam a média ± erro padrão. (n= 
pool 4-5 ratas/grupo). Os símbolos sobre as barras representam diferenças estatísticas de p< 0,05. 
As letras sobrescritas indicam as diferenças entre os grupos experimentais. Diferentes letras indicam 
diferenças significativas entre os grupos (p< 0,05, ANOVA/Bonferroni). 
 
4.1.2.8 Concentração de Metabólitos Fecais de Corticosterona 
 
Como demonstrado na FIGURA 17, o monitoramento das concentrações de 
metabólitos fecais de corticosterona, realizado do desmame até os 88 dias de vida, 
não diferiu entre os grupos experimentais, tanto nos descendentes masculinos 






































FIGURA 17. Concentrações de metabólitos fecais de corticosteroides em descendentes machos e 
fêmeas expostos ao plastificante DEHP via leite materno. (ng/g fezes; média± erro padrão da média) 
(n= pool de 5 animais/caixa).  
 
4.1.2.9 Concentração de Metabólitos Fecais de Testosterona 
 
De maneira geral, a exposição ao plastificante DEHP nos descendentes 
machos via leite materno não alterou as concentrações de metabólitos fecais de 
testosterona nos grupos experimentais monitorados dos 22 aos 88 dias de vida. 




































































Entretanto, houve um aumento significativo nos metabólitos fecais aos 88 dias de 
vida no grupo 7,5 mg/kg/dia em relação aos demais grupos. (FIGURA 18). 
 
FIGURA 18. Concentrações de metabólitos fecais de testosterona em descendentes machos 
expostos ao plastificante DEHP via leite materno. (ng/g fezes; média± erro padrão da média) (n= pool 
de 5 animais/caixa). As letras sobrescritas indicam as diferenças entre os grupos experimentais. 
Diferentes letras indicam diferenças significativas entre os grupos (p< 0,05, ANOVA/Bonferroni). 
 
4.2 EXPERIMENTO 2 
 
4.2.1 Dados ratos no período pubertal 
 
4.2.1.1Ganho de peso  
 
O peso corporal dos animais, monitorado ao longo do tratamento do 22º ao 
52º dia de vida, não diferiu significativamente entre os grupos experimentais 
(FIGURA 19).  


























































FIGURA 19. Peso corporal de ratos púberes tratados diariamente do 22° ao 52º dia de vida com óleo 
de milho (veículo controle) ou com o plastificante DEHP (n = n= 13 ratos/grupo Controle; n= 14 
ratos/grupo 7,5 mg/kg/dia e n=15 ratos/grupo 75 mg/kg/dia).). 
 
4.2.1.2 Peso de órgãos e tecidos  
 
A TABELA 6 mostra os dados de pesos de órgãos e tecidos retirados dos 
animais no período de puberdade, após exposição diária ao plastificante DEHP entre 
os dias 22 e 52 de idade. Os dados indicam que houve uma diminuição significativa 
no peso da vesícula seminal do grupo 7,5 mg/kg/dia em relação ao controle. Não 
houve diferença significativa nos demais órgãos e depósitos de gorduras entre os 










TABELA 6. PESO ABSOLUTO (G) E RELATIVO (%) DE ÓRGÃOS E TECIDOS DOS ANIMAIS NO 
PERÍODO DA PUBERDADE EXPOSTOS AO DEHP DIARIAMENTE. 
Parâmetros DEHP (mg/kg/dia) 
0 7,5 75 





















Vesícula Seminal (g) 
(%) 


















































































Os dados representam a média ± desvio padrão. Os animais foram eutanasiados aos 53 dias de vida 
e os órgãos e tecidos foram coletados logo após o sacrifício. Peso relativo = (peso órgão/peso 
corporal) x 100. (n= n= 13 ratos/grupo Controle; n= 14 ratos/grupo 7,5 mg/kg/dia e n=15 ratos/grupo 
75 mg/kg/dia).). As letras sobrescritas indicam as diferenças entre os grupos experimentais. 





4.2.1.3 Parâmetros bioquímicos 
 
As concentrações séricas de glicose foram significativamente maiores no 
grupo 75 mg/kg/dia em relação ao grupo controle. No entanto, em relação às 
concentrações séricas de triglicerídeos, colesterol total e colesterol HDL não houve 
diferença significativa entre os grupos (TABELA 7). 
 
TABELA 7. PARÂMETROS BIOQUÍMICOS EM RATOS MACHOS PÚBERES TRATADOS COM O 
PLASTIFICANTE DEHP 
 
Os dados representam a média ± desvio padrão. Os animais foram tratados com DEHP do 22º ao 52º 
dia de vida e as amostras de soro foram coletadas 1 dia após o final do tratamento em jejum de 12 
horas. (n= n= 13 ratos/grupo Controle; n= 14 ratos/grupo 7,5 mg/kg/dia e n=15 ratos/grupo 75 
mg/kg/dia).). 
 
4.2.1.4 Teste de tolerância à insulina  
 
Os animais foram submetidos ao teste de tolerância à insulina aos 50 dias de vida, 
três dias antecedentes à eutanásia. Não houve diferença significativa entre os 
grupos experimentais. (FIGURA 20). 
 
Parâmetros DEHP (mg/kg/dia) 





































FIGURA 20. Teste de tolerância à insulina em ratos machos tratados diariamente com DEHP a partir 
do 22º dia pós-natal. As amostras foram coletadas aos 50 dias de vida. O gráfico representa as 
concentrações de glicose em diferentes tempos após a administração de insulina e a taxa de 
decaimento da glicose (Kitt). (n= n= 13 ratos/grupo Controle; n= 14 ratos/grupo 7,5 mg/kg/dia e n=15 
ratos/grupo 75 mg/kg/dia).). 
 
4.2.1.5 Separação Prepucial  
 
A TABELA 8 apresenta a idade média para a separação prepucial em ratos 
expostos diariamente ao DEHP a partir do 22º dia de vida, bem como o peso 
corporal dos animais na idade correspondente à separação prepucial. Os dados 
indicam que não houve diferença significativa na idade média de separação 








































50 dias de vida
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TABELA 8. SEPARAÇÃO DE PREPUCIAL E PESO CORPORAL (G) DOS ANIMAIS QUE FORAM 
EXPOSTOS AO DEHP DURANTE O PERÍODO DE PUBERDADE 
Parâmetro DEHP (mg/kg/dia) 





















Os dados representam a média ± desvio padrão. (n= 13 ratos/grupo Controle; n= 14 ratos/grupo 7,5 
mg/kg/dia e n=15 ratos/grupo 75 mg/kg/dia). 
 
4.2.1.6 Concentração de metabólitos fecais de corticosterona  
 
Em relação ao monitoramento a longo prazo da excreção de metabólitos 
fecais de corticosterona, não houve diferença significativa entre os grupos 
experimentais (FIGURA 21). 
 
 
FIGURA 21. Concentrações de metabólitos fecais de corticosteroides em ratos machos púberes 
expostos diariamente ao plastificante DEHP a partir do 22º dia pós-natal (ng/g fezes; média± erro 
padrão da média) (n= 15 animais/caixa). 

































4.2.1.7 Concentração de metabólitos fecais de testosterona  
 
A FIGURA 22 representa o monitoramento da excreção de metabólitos fecais 
de testosterona em ratos machos tratados diariamente com veículo ou DEHP a partir 
do dia 22 de vida. Houve uma diminuição na concentração de metabólitos fecais de 
testosterona no grupo 7,5 mg/kg/dia em relação ao controle, porém apenas no dia 
49 pós-natal.  
 
FIGURA 22. Concentrações de metabólitos fecais de testosterona em ratos machos no período 
pubertal tratados diariamente como plastificante DEHP a partir do 22º dia pós-natal (ng/g fezes; 
média± erro padrão da média) (n= pool de 5 animais/caixa). As letras sobrescritas indicam as 
diferenças entre os grupos experimentais. Diferentes letras indicam diferenças significativas entre os 










































                                                                                              
5. DISCUSSÃO 
 
Os ftalatos apresentam uma variedade de efeitos que mudam de acordo 
com diferentes fatores, tais como a espécie animal, a dose empregada, a faixa etária 
e a via de exposição. Embora muitos dos riscos associados à exposição aos ftalatos 
já sejam relativamente bem conhecidos, os dados a respeito dos efeitos metabólicos 
da exposição ao DEHP, principal ftalato usado como plastificante em uma ampla 
variedade de produtos industrializados, são ainda contraditórios e restritos.  
É sabido que a exposição a produtos químicos em períodos críticos do 
desenvolvimento pode favorecer a instalação de doenças crônicas, mesmo que 
manifestadas somente na vida adulta, predispondo descendentes a distúrbios 
metabólicos. (ALONSO-MAGDALENA et al., 2010 e HECTORS et al., 2011). Além 
disso, é importante destacar que recém-nascidos e crianças podem apresentar 
maior exposição a determinadas substâncias químicas, como o DEHP, pelo contato 
com brinquedos, mordedores, poeira doméstica, entre outros, mas também pela 
maior ingestão de água e alimentos por quilograma de peso corporal. Nesse 
contexto, destacam-se ainda, as diferenças nas capacidades metabólicas entre 
adultos e crianças. Para os diésteres de ftalato, sabe-se que os principais agentes 
tóxicos são os metabólitos monoésteres primários, formados a partir da hidrólise dos 
compostos parentais pela ação de enzimas lipases presentes principalmente no trato 
gastrintestinal. Em neonatos, essas enzimas são amplamente ativas na mucosa 
gástrica e podem ser responsáveis por ampla conversão do DEHP no seu 
monoester ativo, o mono-(2-etilhexil) ftalato (MEHP). Além disso, organismos 
imaturos apresentam menor capacidade de glicuronidação e, consequentemente, 
menor eliminação de metabólitos de ftalatos e outros xenobióticos (KAVLOCK et al., 
2002).  
Durante o período pós-natal precoce, a exposição materna a substâncias 
tóxicas também pode levar a mudanças no desempenho lactacional e 
consequentemente afetar o desenvolvimento dos descendentes. Muitos fármacos 
lipossolúveis e produtos químicos têm sido encontrados no leite materno, como 
bifenilas policloradas, pesticidas organoclorados e ftalatos (YAKUSHIJI et al,. 1979; 
60 
 
JENSEN et al, 1983; LATINI et al,. 2009). O DEHP é um composto altamente solúvel 
em lipídios, o que permite seu fácil transporte através da barreira placentária, bem 
como a sua passagem para o leite marterno (LATINI et al,. 2009; KAVLOCK et al., 
2002).   
 Em um trabalho realizado por Dostal e colaboradores (1987), ratas lactantes 
expostas a 2000 mg/kg/dia de DEHP apresentaram em média 216 µg de DEHP e 25 
µg de MEHP, seu metabólito ativo, no leite. Adicionalmente, esses dados são 
consistentes com um trabalho realizado por Parmar et al, (1985), onde o tratamento 
com DEHP casou alterações na atividade de enzimas hepáticas peroxissomais em 
ratos filhotes com 21 dias de vida, sugerindo a transferência de DEHP através do 
leite materno. Vários são os fatores que contribuem para a extração eficiente do 
DEHP do plasma para o leite, incluindo a sua lipossolubilidade e capacidade de 
associação a lipoproteínas plasmáticas (ALBRO e CORBETT., 1978), que 
constituem uma importante fonte de lipídios no leite (SCOW et al., 1972). Assim, a 
lactação tem sido considerada uma fase crítica para a exposição ao DEHP.  
Em nosso estudo, sugerimos que a exposição ao DEHP durante o período 
crítico de lactação pode prejudicar o estado metabólico dos descendentes expostos 
via leite materno, particularmente em relação à homeostase glicêmica. 
Adicionalmente a esse experimento avaliamos a exposição ao DEHP em ratos 
machos no período da puberdade e as possíveis alterações metabólicas induzidas 
nessa janela crítica de desenvolvimento. Além disso, as progenitoras expostas 
diretamente durante o período de lactação também foram avaliadas a fim de 
detectar possíveis indícios de toxicidade geral, como modificações no ganho de 
peso corporal, ou mesmo alterações metabólicas que pudessem interferir nos 
resultados obtidos para os descendentes. Tal avaliação é importante, uma vez que 
alterações induzidas nas progenitoras durante a lactação (ex.: toxicidade materna) 
podem ocasionar efeitos indiretos nos filhotes, dificultando o reconhecimento dos 
efeitos diretos do xenobiótico na progênie. No estudo puberal, foram escolhidos 
ratos machos, pois os efeitos mais evidentes sobre a função metabólica no estudo 
de exposição lactacional foram observados nos descendentes masculinos. 
A administração de DEHP em duas diferentes doses (7,5 mg/kg/dia e 75 
mg/kg/dia) não resultou em alterações no comportamento alimentar, tais como hipo 
ou hiperfagia, seja no período de amamentação (progenitoras e filhotes) ou após o 
desmame. Também não foram observadas alterações no peso corporal e de órgãos 
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das progenitoras, indicando ausência de toxicidade sistêmica materna. No período 
pós-desmame, não foram observadas alterações no peso corporal dos 
descendentes do sexo masculino, embora nas fêmeas expostas a maior dose (75 
mg/kg/dia) tenha sido detectado um aumento na área sobre a curva de peso 
corporal em relação aos demais grupos experimentais. Porém, ao avaliar o peso de 
depósitos de gordura isolados e órgãos como fígado, rins e adrenais, não houve 
diferenças significativas entre os grupos experimentais, tanto em machos quanto em 
fêmeas. A razão para o aumento da área sobre a curva de peso nos descendentes 
do sexo feminino expostos à maior dose de DEHP é desconhecida, mas sugere que 
machos e fêmeas podem responder de forma diferente a exposição lactacional ao 
DEHP. Com relação aos ratos machos tratados no período peripuberal também não 
foram observadas alterações no ganho de peso corporal ao longo dos 30 dias de 
exposição. De maneira geral, nossos resultados contrastam com os dados 
encontrados por Lin et al, (2011), que mostram que os descendentes de 
progenitoras expostas a 1,25 e 6,25 mg/kg/dia de DEHP durante a gestação e a 
lactação apresentaram redução do peso corporal em relação aos seus controles, 
bem como menor consumo alimentar no grupo 6,25 mg/kg/dia ao longo de todo 
experimento. É possível que essa resposta diferenciada se deva ao fato de que em 
nosso estudo os animais sofreram exposição somente no período de lactação, ou 
seja, em uma janela mais estreita de suscetibilidade ao DEHP.  
 
Sabe-se que o período final da gestação é de fundamental importância, uma 
vez que muitos processos de amadurecimento do Sistema Nervoso Central (SNC) 
têm início nessa fase. Em roedores, a diferenciação dos núcleos hipotalâmicos 
segue até 20 dias após o nascimento, onde reguladores chave, como neuropeptídios 
e receptores podem sofrer programações dependentes de fatores externos. Ou seja, 
o baixo peso ao nascer e uma diminuída ingestão alimentar, ou mesmo a exposição 
à desreguladores endócrinos, podem interferir em todo controle homeostático 
desses animais. (GROVE et al., 2005; TAYLOR e POSTON., 2007). Neurônios que 
compõem o Núcleo Arqueado (ARC) e os outros núcleos hipotalâmicos em ratos 
iniciam sua proliferação entre o 12o e o 17o dia de gestação. No entanto, as 
projeções neuronais tem seu pico de crescimento logo após o nascimento, sendo, 
portanto, dois os períodos críticos para a neurogênese hipotalâmica, o que implica 
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na possibilidade de interferências pré e pós-natais que podem ter consequências 
futuras no metabolismo e nutrição (BOURET, 2009). 
A complexa interação entre moléculas sinalizadoras e produtos metabólicos 
produzidos por diferentes órgãos deve ser finamente orquestrada a fim de manter o 
equilíbrio metabólico. Se um elo desta ligação é interrompido por fatores genéticos, 
nutricionais, ambientais ou patológicos, todo o sistema pode ser perturbado, 
resultando em distúrbios metabólicos, como obesidade, diabetes e anorexia nervosa 
(BOSI et al., 2001; MIGLIARINI et al., 2011).  
 
6.1 TRATAMENTO COM DEHP E EFEITOS SOBRE AS CONCENTRAÇÕES DE 
LIPÍDIOS E HORMÔNIOS ESTEROIDES 
 
No presente estudo, avaliamos as concentrações circulantes de 
triglicerídeos e colesterol total nas progenitoras logo após a eutanásia, e esses 
mesmos parâmetros, incluindo colesterol HDL, nos descendentes adultos, machos e 
fêmeas, expostos via leite materno e nos ratos machos expostos diretamente 
durante o período peripuberal. Os principais efeitos relacionados a esses parâmetros 
foram observados nos descendentes expostos durante a lactação, com reduções 
significativas nos níveis plasmáticos de triglicerídeos dos descendentes machos 
tratados com 7,5 e 75 mg/kg/dia e de colesterol no grupo 75 mg/kg/dia. Além disso, 
nos descendentes do sexo feminino foram observadas reduções nas concentrações 
plasmáticas de triglicerídeos e colesterol de ratas expostas a dose de 7,5 mg/kg/dia 
de DEHP em relação ao  grupo controle.  
Muitos experimentos têm mostrado redução na concentração de colesterol 
plasmático de animais tratados com DEHP. (OISHI et al., 1984; NAIR e KURUP et 
al., 1986; POON et al., 1997; MOCCHIUTTI e BERNAL, 1997). Nossos dados 
corroboram com um estudo publicado por Botelho et al., 2009, que reportou redução 
nos níveis séricos de colesterol em ratos tratados por 30 dias com 250 mg/kg/dia de 
DEHP. Adicionalmente, outro estudo, publicado por MA et al., 2006, constatou que 
ratas expostas ao DEHP por via inalatória nas doses de 5 e 25 mg/m3 apresentaram 
redução na concentração sérica de colesterol. Bell (1982) também verificou esse 
efeito hipocolesterolêmico dos ftalatos ao submeter roedores a uma dieta contendo 
0,5% e 1,0% de DEHP.  
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O colesterol modula uma série de funções de proteínas de membrana e está 
envolvido com vários processos de transporte e sinalização transmembrana 
(IKONEN et al., 2008). Isto significa que uma alteração no suprimento celular de 
colesterol pode estar implicado na diversidade de efeitos causados pela 
administração de DEHP, além de refletir na variabilidade de respostas observadas 
em animais de diferentes idades que são tratados com esse ftalato (AKINGBEMI et 
al., 2001; GE et al., 2007; CULTY et al., 2008).  
A maioria desses estudos têm demonstrado uma ação bifásica do DEHP nos 
níveis de colesterol, onde a exposição a baixas doses tem mostrado efeito inibitório 
na sua síntese e doses mais elevadas têm induzido um aumento nas concentrações 
de colesterol. Estudos demonstram que o colesterol sérico foi significativamente 
reduzido em experimentos que utilizaram baixas doses de DEHP, e demonstram 
interferência com enzimas que participam da regulação do metabolismo lipidíco 
(NAIR e KURUP, 1986; HOWART et al., 2001; MA et al., 2006; RUSYN et al., 2006; 
ITSUKI-YONEDA et al., 2007). Além disso, dados experimentais com ratos indicam 
que a exposição ao DEHP em curto prazo pode aumentar as concentrações de 
diferentes lipídios, incluindo o colesterol, enquanto em longo prazo observa-se 
inibição na síntese de lipídios hepáticos (XU et al., 2006; BELL et al., 1978). Várias 
pesquisas têm investigado os efeitos dos ésteres de ftalatos no metabolismo de 
lipídios e suas implicações no desenvolvimento sexual humano e de animais. Efeitos 
como a inibição da colesterologênese no fígado, testículos e adrenal de ratos que 
receberam DEHP na dieta foram demonstrados por Bell, 1982 e Xu, et al., 2007. O 
equilíbrio nas concentrações de colesterol é de fundamental importância, uma vez 
que este é precursor no processo de esteroidogênese e os hormônios esteróides 
sexuais são de extrema importância para o desenvolvimento fetal, assim como na 
puberdade. Toda a diferenciação masculina é criticamente dependente da secreção 
de testosterona pelas células de Leydig e o desequilíbrio na síntese e/ou sinalização 
de andrógenos afeta adversamente o desenvolvimento sexual pré e pós-natal. 
(GUNNARSSON et al., 2008).  
O DEHP e alguns outros ftalatos são reconhecidamente tóxicos para o 
sistema reprodutivo masculino. Dentre os principais efeitos destaca-se a disfunção 
das células de Leydig e consequente deficiência de testosterona (MARTINO-
ANDRADE e CHAHOUD, 2010). A redução da disponibilidade de colesterol tem sido 
postulada como um dos componentes responsáveis pela supressão da síntese de 
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testosterona induzida pela administração de DEHP em ratos, embora outros passos 
subsequentes da esteroidogênese, incluindo a expressão e a atividade de diversas 
enzimas, também sejam inibidos pelo DEHP (BOTELHO et al., 2009; BARLOW et 
al., 2003). De acordo com Botelho et al. (2009), a potente inibição da 
esteroidogênese por ftalatos poderia explicar o acúmulo de lipídios nos tecidos e a 
ausência de efeitos sobre as concentrações circulantes de colesterol, após a 
exposição a altas doses de DEHP e outros ftalatos.   
No presente estudo, o status androgênico de animais expostos ao 
plastificante DEHP foi avaliado por meio da quantificação de metabólitos fecais de 
androgênios, bem como pela avaliação da idade para a separação prepucial e pelo 
peso de órgãos e tecidos andrógeno-dependentes. A análise das concentrações de 
metabólitos de androgênios em amostras de fezes constitui uma metodologia de 
avaliação não-invasiva que permite a obtenção de um grande número de amostras 
ao longo do tempo, bem como a redução da interferência da variação circadiana, 
uma vez que as medidas são realizadas em amostras fecais de 24 horas. Em nosso 
estudo, os descendentes machos que foram expostos ao DEHP na dose de 7,5 
mg/kg/dia, via leite materno, apresentaram um aumento na concentração de 
metabólitos fecais de testosterona aos 88 dias de vida. Nos demais dias avaliados, 
no entanto, não foram observadas alterações em relação ao grupo controle. O grupo 
tratado com a maior dose de DEHP, 75 mg/kg/dia, não apresentou nenhuma 
diferença em relação ao grupo controle. Em relação aos órgãos andrógeno- 
dependentes, também não foram observadas diferenças em nenhuma das doses 
testadas. Adicionalmente, quando acompanhamos o inicio da separação prepucial 
desses animais, considerado um marcador externo do inicio da puberdade, não 
houve atraso nem adiantamento dessa variável em relação ao controle. Da mesma 
forma, não foram observadas alterações na idade média para separação prepucial 
ou alteração em órgãos andrógeno-dependentes em ratos machos tratados 
diariamente do dia 22 ao 52 de vida. A única exceção foi a redução do peso absoluto 
da vesícula seminal no grupo tratado com 7,5 mg/kg/dia. Nesse mesmo grupo 
também foi observada uma redução nas concentrações de metabólitos fecais de 
androgênios, porém apenas no dia 49 pós-natal. Quando avaliados de maneira 
conjunta, esses dados indicam que as doses de DEHP testadas, 7,5 e 75 mg/kg/dia, 
não alteraram o status androgênico de ratos expostos durante a lactação, via leite 
materno, ou no período peripuberal, via administração oral direta. Os resultados 
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significativos observados em alguns parâmetros, como alterações pontuais nas 
concentrações de androgênios fecais e no peso da vesícula seminal, não foram 
consistentemente detectados nas diferentes doses e períodos testados e não são 
suportados por outras evidências. Além disso, outros resultados indicam que os 
efeitos anti-androgênicos do DEHP manifestam-se apenas em doses maiores do 
que aquelas testadas em nosso estudo (ANDRADE et al., 2006a, 2006b; BOTELHO 
et al., 2009).  
Contudo, alguns estudos também indicam que os efeitos do DEHP e de 
outros ftalatos são amplamente dependentes das doses, períodos e duração da 
exposição.  Akingbemi et al., (2004) demonstrou que ratos Long Evans tratados com 
10 mg/kg/dia de DEHP do desmame até a idade adulta apresentam aumento crônico 
nas concentrações circulantes de testosterona e hormônio luteinizante (LH) com 
hiperplasia das células de Leydig e redução da capacidade esteroidogênica 
individual dessas células. É possível que os altos níveis de LH estimulem a 
biossíntese de andrógenos pelas células de Leydig, bem como a sua proliferação, 
mas em longo prazo causem a deterioração da capacidade funcional das células de 
Leydig (NEUMANN, 1991).  Além disso, alguns dados indicam a possibilidade de 
efeitos bifásicos do DEHP sobre a síntese de testosterona, com estímulo em baixas 
doses e inibição em doses crescentes. (GE et al., 2007) expôs ratos Long Evans a 
10, 500 e 750 mg/kg/dia de DEHP, via gavagem, do 21° ao 48° dia pós-natal e 
detectou aumento nas concentrações de testosterona e avanço na idade de 
separação prepucial em ratos tratados com a menor dose e efeitos opostos nos 
animais tratados com a maior dose desse ftalato. Esses efeitos estimulatórios do 
DEHP sobre a síntese de testosterona em “baixas doses” foram observados em 
outros estudos, incluindo em ratos expostos por via inalatória a doses equivalentes a 
doses orais de 10 mg/kg/dia (KURAHASHI et al., 2005) e em porcos tratados com  
50 mg/kg/dia de DEHP via intramuscular, duas vezes por semana, no período da 
puberdade. (LJUNGVALL et al., 2005).  
Contudo, como mencionado anteriormente, os dados de dosagens hormonais, 
peso de órgãos andrógeno-dependentes e parâmetros do desenvolvimento (ex.: 
separação prepucial), indicam ausência de efeitos androgênicos ou anti-
androgênicos nas doses e períodos testados no presente estudo. De fato, dados 
prévios conduzidos em nosso laboratório indicam que os efeitos anti-androgênicos 
do DEHP ocorrem apenas após a exposição a doses maiores, acima de 150 
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mg/kg/dia para animais expostos in utero e acima de 250 mg/kg/dia em animais no 
período peripuberal (MARTINO-ANDRADE et al., 2009; BOTELHO et al., 2009) 
Adicionalmente, ao avaliarmos em longo prazo as concentrações de metabolitos 
fecais de corticosterona nas progenitoras tratadas durante a lactação e em seus 
descendentes, não houve nenhuma alteração no grupo de animais tratados quando 
comparados a seus controles. Da mesma forma, ratos tratados com DEHP 
diariamente por gavagem no período peribuberal também não demonstraram 
alterações nas concentrações de metabólitos fecais de corticosterona. Em conjunto, 
esses dados indicam ausência de efeitos do DEHP, nas doses e períodos de 
exposição testados, sobre a síntese de glicocorticóides pela glândula adrenal. Em 
um estudo prévio, Gayathri et al. (2004) demonstraram redução em concentrações 
séricas de corticóides de roedores expostos a cada dois dias a 75 mg/kg/dia DEHP 
durante duas semanas. No entanto, quando a exposição ao DEHP foi interrompida, 
essa redução foi revertida para níveis normais comparados aos controles. 
Adicionalmente, os autores não encontraram alterações nas concentrações de 
hormônio estimulante da tireóide (TSH), indicando que a hipófise anterior não foi 
afetada, e sugerindo que as alterações na glândula adrenal podem ser efeito direto 
do DEHP.  
 
6.2 TRATAMENTO COM DEHP E HOMEOSTASE GLICÊMICA 
 
No presente estudo, os descendentes machos expostos ao plastificante 
DEHP durante lactação, via leite materno, demonstraram aumento da glicemia de 
jejum e redução da sensibilidade à insulina aos 90 dias de idade. A sensibilidade à 
insulina foi avaliada pelo teste de tolerância à insulina (ITT) aos 22, 60 e 90 dias de 
idade nos descendentes masculinos e femininos expostos ao DEHP durante a 
lactação. Esse teste também foi conduzido nos ratos machos tratados diretamente 
por gavagem a partir do desmame, aos 50 dias de vida. Nos descendentes 
masculinos expostos via lactação à maior dose de DEHP, 75 mg/kg/dia, foi 
observado um aumento na concentração plasmática de glicose em jejum e uma 
redução na inclinação da curva de decaimento da glicemia após administração de 
insulina aos 90 dias de idade, indicando uma redução na sensibilidade insulínica 
desses animais. De maneira concordante com esses resultados, a administração 
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direta de DEHP em ratos machos por 30 dias a partir do desmame resultou em um 
aumento de cerca de 30% na glicemia em jejum no grupo 75 mg/kg/dia, quando 
comparado ao controle. Nesses animais, contudo, não foram observadas alterações 
no ITT. Por outro lado, em fêmeas expostas via lactação à menor dose de DEHP, 
7,5 mg/kg/dia, foi observada uma redução na glicemia em jejum aos 90 dias de 
idade. No entanto, para as descendentes do sexo feminino não foram observadas 
diferenças significativas no ITT entre os diferentes grupos experimentais em nenhum 
dos períodos investigados (22, 60 e 90 dias de idade). Apesar dos efeitos 
observados nos filhotes, especialmente machos, as progenitoras não apresentaram 
alterações em parâmetros bioquímicos, incluindo glicemia em jejum. Esses 
resultados confirmam a hipótese de que muitos dos mecanismos de regulação do 
metabolismo são programados durante janelas críticas do desenvolvimento e que 
tais períodos representam maior vulnerabilidade para a indução de efeitos adversos 
decorrentes de fatores ambientais, como a exposição a desreguladores endócrinos. 
As alterações na homeostase glicêmica induzidas pelo DEHP, no entanto, não 
ocasionaram repercussões sobre o peso corporal ou os depósitos de gordura nos 
animais, parâmetros muitas vezes associados aos quadros de resistência insulínica.  
Nos animais expostos ao DEHP durante a lactação também foram 
investigados os possíveis efeitos sobre a secreção insulínica em ilhotas isoladas do 
pâncreas. Para tanto, realizamos a incubação de ilhotas pancreáticas in vitro frente a 
três diferentes concentrações de glicose (5,6 mM; 8,3 mM e 16,7 mM). Em relação 
às respostas das ilhotas isoladas dos descendentes machos, houve considerável 
diminuição na secreção de insulina nos animais expostos a 75 mg/kg/dia de DEHP 
frente aos estímulos de 8,3 mM e 16,7 mM de glicose, quando comparados ao grupo 
controle. Essa diminuição da secreção de insulina também foi demonstrada nas 
descendentes fêmeas do grupo 75 mg/kg/dia ao estímulo de 8,3 mM  de glicose. De 
maneira inversa, na concentração de 16,7 mM, ilhotas isoladas de ratas fêmeas 
expostas a 7,5 e 75 mg/kg/dia apresentaram uma hipersecreção de insulina, quando 
comparadas às ilhotas isoladas de ratas controle. A exposição ao DEHP prejudicou 
a homeostase glicêmica e o controle secretor de insulina nos descendentes machos 
e fêmeas juntamente com resistência à insulina, confirmada pelo ITT nos 
descendentes machos aos 90 dias de idade. A latência para a manifestação de 
alguns efeitos, como no teste de tolerância à insulina nos descendentes machos, 
que foi alterado apenas aos 90 dias de idade, indica que as modificações na 
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programação metabólica durante o desenvolvimento pode aumentar a 
suscetibilidade dos animais a alterações tardias. É possível que, apesar dos efeitos 
do DEHP no início da vida, as células beta possam secretar insulina de forma 
compensatória em animais jovens, atenuando os possíveis efeitos adversos da 
exposição lactacional. Contudo, tais compensações tornariam-se ineficientes com o 
avanço da idade, uma vez que a produção de novas células beta na vida adulta é 
baixa (VALTAT et al., 2011). A exposição durante períodos críticos como a lactação 
pode resultar em alterações na programação metabólica dos eixos e circuitos que 
regulam o metabolismo resultando em alterações permanentes que, no entanto, 
desencadeiam efeitos adversos que algumas vezes manifestam-se apenas 
tardiamente e que dependem também da interação com outros fatores endógenos e 
exógenos, como desafios metabólicos e senescência. (HECTORS, et al., 2011; 
FOWDEN e HILL., 2011). Ao avaliar descendentes de progenitoras expostas ao 
DEHP durante a gestação e a lactação, Lin et al. (2011) demonstraram hiperglicemia 
de jejum e diminuição na secreção in vitro de insulina de ilhotas pancreáticas de 
fêmeas, em ambos os tratamentos com DEHP utilizados (1,25 mg e 6,25 mg/kg/dia). 
Por outro lado, os descendentes machos apresentaram um aumento na secreção in 
vitro de insulina em ambas as doses de DEHP. Esses dados são opostos aos 
resultados reportados no nosso estudo e podem indicar que as diferenças sexo 
específicas dependem do período de exposição e das doses de DEHP utilizadas, 
uma vez que no estudo de Lin e colaboradores o período de exposição 
compreendeu toda a gestação e a lactação.  
Uma das hipóteses postuladas por Lin et al., (2011), é que a expressão de 
genes envolvidos no desenvolvimento do pâncreas endócrino e na função das 
células beta esteja alterado em ratos que foram expostos ao DEHP. Nesse estudo, a 
expressão do gene Pdx-1 (pancreatic and duodenal homeobox-1), gene que regula o 
desenvolvimento precoce do pâncreas endócrino e a formação das ilhotas 
pancreáticas, foi diminuída nas proles expostas ao DEHP (machos e fêmeas). 
Brissova et al., (2002), demonstra que a redução no Pdx-1 prejudica a função 
mitocondrial, resultando em atenuada secreção de insulina e agenesia pancreática, 
o que poderia explicar, pelo menos parcialmente, os efeitos observados nos 
descendentes do sexo feminino. Além disso, efeitos adversos do DEHP sobre o 
receptor de insulina e taxa de oxidação da glicose em células do fígado (Linhagem 
Chang) tem sido reportados, sugerindo que a exposição ao DEHP pode ter uma 
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influencia negativa sobre a homeostase da glicose através de diferentes 
mecanismos. (RENGARAJAN et al., 2007).  
Vários estudos têm demonstrado a associação da exposição ao DEHP e 
alterações nos níveis glicêmicos de jejum. Rajesh et al., (2013), demonstraram que a 
exposição a 100 mg/kg/dia de DEHP levou ao aumento da glicemia de jejum, e que 
houve diminuição na expressão do mRNA do receptor de insulina no tecido adiposo 
em roedores. O DEHP prejudicou a expressão de moléculas de sinalização da 
insulina e suas vias de fosforilação, e isso consequentemente levou a diminuição 
nos níveis do transportador da glicose GLUT4 na membrana plasmática e, portanto, 
contribuiu para a diminuição na captação de glicose para a célula. Gayathri et al., 
(2004), ao administrar 75 mg/kg de DEHP via intraperitoneal em ratas, encontrou 
aumento nas concentrações de glicose sanguínea. Mushtaq et al., 1980, mostrou 
que a administração de 5ml/kg de DEHP, via intraperitoneal, levou à intolerância a 
glicose, e diminuição na atividade da Glicose-6-Fosfato Desidrogenase no fígado, 
sugerindo que há diminuição da utilização de glicose em ratos tratados com DEHP. 
Martinelli et al., 2006 confirmou os mesmos resultados ao expor roedores a 2% de 
DEHP na dieta por 21 dias. Nesse estudo, o DEHP levou à redução dos níveis de 
Glicose-6-Fosfato, Frutose-6-Fosfato, piruvato e lactato hepático. A diminuição 
desses intermediários da glicólise sugerem uma menor captação de glicose e/ou 
uma redução da atividade da enzima glicoquinase.  
Vários mecanismos têm sido sugeridos para tentar esclarecer as possíveis 
alterações causadas pela exposição ao DEHP no metabolismo de lipídios e 
carboidratos. Sabe-se que os ésteres de ftalatos integram um grupo de compostos 
conhecidos por mediar seus efeitos por meio de receptores ativados por 
proliferadores de peroxissomas (PPARs), em especial os PPAR alfa, pertencentes à 
família de receptores nucleares que estão diretamente envolvidos com o 
metabolismo lipídico e glicêmico através da transcrição de genes envolvidos em vias 
de beta–oxidação e captação de ácidos graxos. (CASALS-CASALS et al., 2008; 
FEIGE et al., 2010).  
Crescentes evidências epidemiológicas indicam que perturbações no 
ambiente intrauterino e pós-natal em períodos críticos do desenvolvimento 
aumentam o risco de desenvolvimento de várias doenças na vida adulta, cuja 
natureza varia com o tempo de exposição (DE BLASIO et al., 2007; ZAMBRANO et 
al., 2006; DE ROOIJ et al., 2006; GORSKI et al., 2006). Mudanças no ambiente 
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intrauterino e pós-natal promovem alterações na estrutura e função das ilhotas 
pancreáticas, que podem perdurar por toda vida, predispondo o animal à intolerância 
a glicose quando adulto. Em roedores, as ilhotas se desenvolvem relativamente no 
final da gestação e sofrem uma remodelação substancial imediatamente após o 
nascimento (FOWDEN E HILL, 2001).  Ou seja, as alterações que ocorrem no início 
da vida podem resultar em células falhando com a idade, como é mostrado pela 
redução do teor de insulina no pâncreas em resposta aos estímulos de glicose de 
ratos adultos expostos ao DEHP na lactação.  
De maneira geral, o presente estudo indica que a exposição ao plastificante 
DEHP pode alterar a homeostase glicêmica em ratos expostos durante a lactação e 
o período peripuberal, fases consideradas críticas para o desenvolvimento do 
pâncreas e sistemas de controle metabólico. Em particular, os efeitos induzidos pela 
exposição via lactação foram mais evidentes nos descendente do sexo masculino 
expostos a maior dose de DEHP (75 mg/kg/dia), com aumento da glicemia em jejum 
e redução da sensibilidade à insulina na idade adulta. Além disso, a secreção de 
insulina também parece ter sido negativamente afetada, como demonstrado pela 
menor capacidade de resposta de ilhotas pancreáticas isoladas de animais expostos 
ao DEHP, quando desafiadas com concentrações crescentes de glicose in vitro. Em 
animais púberes, o tratamento oral com DEHP causou um aumento significativo da 
glicemia de jejum em animais expostos à maior dose, corroborando os resultados 
obtidos previamente com os descendentes masculinos expostos via leite materno. É 
importante destacar que os efeitos metabólicos descritos no presente estudo 
ocorrem em uma faixa de dose (75 mg/kg/dia) menor do que a necessária para 
desencadear outras ações clássicas do DEHP, como os efeitos anti-androgênicos. 
De fato, nossos dados indicam que as doses testadas, 7,5 e 75 mg/kg/dia, não 
afetaram o status androgênico dos animais, seja pela exposição via leite materno ou 
mesmo diretamente durante o desenvolvimento puberal. Conjuntamente esses 
dados indicam que a exposição ao DEHP em janelas críticas do desenvolvimento, 
particularmente na lactação e na puberdade, é capaz de induzir alterações na 
homeostase glicêmica e que tais efeitos ocorrem aparentemente em doses menores 






Com base nas condições experimentais aqui descritas e nos resultados 
obtidos, pode-se concluir que:  
   
 As progenitoras expostas oralmente ao DEHP durante a lactação não foram 
afetadas pelo tratamento em relação ao ganho de peso, depósitos de gordura, 
peso de órgãos e parâmetros bioquímicos, indicando ausência de toxicidade 
materna e alterações metabólicas.  
 Os descendentes do sexo masculino expostos durante a lactação apresentaram 
maior vulnerabilidade à exposição ao DEHP. Nesses animais foram detectadas 
alterações metabólicas, como mudanças na homeostase glicêmica na vida 
adulta, caracterizadas por aumento da glicemia de jejum, redução na 
sensibilidade à insulina e diminuição no teor de secreção de insulina;  
 Os efeitos sobre as descendentes do sexo feminino não foram tão evidentes e 
para alguns parâmetros foram observadas respostas opostas às encontradas nos 
descendentes masculinos, indicando que a exposição ao DEHP possui, 
possivelmente, um padrão de resposta sexo-dependente.  
 A exposição ao DEHP também ocasionou redução na concentração de colesterol 
e triglicerídeos nos descendentes machos e fêmeas expostos no período 
lactacional, corroborando resultados previamente publicados na literatura.  
 Os ratos machos expostos no período peripuberal apresentaram alteração 
significativa na glicemia em jejum, corroborando os dados obtidos com os 
descendentes masculinos expostos durante a lactação. Não foram detectadas, 
no entanto, alterações na sensibilidade à insulina (ITT), concentrações de 
colesterol e triglicerídeos e peso corporal ou de órgãos. 
 As doses de DEHP utilizadas nesse estudo não foram capazes de induzir 
alterações reprodutivas já caracterizadas consistentemente na literatura. O perfil 
androgênico de ratos machos expostos via lactação ou diretamente no período 
peribuberal, avaliado por meio das concentrações de androgênios fecais, peso de 




  As concentrações de metabólitos fecais de hormônios esteróides, corticosterona 
e androgênios, não revelaram alterações consistentes entre os diferentes grupos 
experimentais avaliados. 
 
A administração de DEHP durante o período lactacional ou puberal de ratos 
altera a homeostase glicêmica, a sensibilidade à insulina e o controle secretor de 
insulina em ilhotas pancreáticas isoladas. A magnitude destes efeitos foram 
dependentes do sexo, sendo mais marcantes em machos do que em fêmeas. 
Adicionalmente, em ambas as fases a administração de DEHP não afetou a 
maturação sexual ou a concentração de metabólitos fecais de esteróides sexuais em 
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